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小 菜 蛾 对 省 氰 菊 酯 抗 性 相关 的 DNA 片段 的 克隆 与 分 析 


程 罗 根 ， 陈 之 港 "， 张 晓 飞 ', 李 外 英 


(1. 南京 师范 大 学 生命 科学 学 院 ,南京 ”210097; 2. 贵州 省 农业 科学 院 植 物 保护 研究 所 ,贵阳 ”550006) 


摘要 : 采用 代表 性 差异 分 析 (representational difference analysis，RDA) 方 法 , 以 小 菜 蛾 Plwella xylostella《L. ) 的 敏感 品系 作为 对 照 
组 , 溴 氰 菊 酯 抗 性 近 等 基因 系 (near isogenic line) 作 为 测试 组 ,通过 三 轮 消 减 杂 交 得 到 大 小 为 150 ~ 300 bp 的 差异 扩 增 带 , 经 亚 克 
隆 测 序 并 与 GenBank 等 数据 库 同 源 比 较 , 发 现 差异 片段 与 已 知 抗 性 相关 基因 无 同 源 性 ; 以 随机 选取 的 差异 片段 作 探 针 进行 
Southern blot 分 析 , 在 测试 组 扩 增 子 和 三 轮 差 异 产物 中 都 获得 了 阳性 结果 , 而 在 对 照 组 扩 增 子 中 的 结果 是 阴性 的 。 这 些 结果 表 
明 测 序 片段 可 能 是 与 抗 性 相关 的 新 基因 序列 或 调控 序列 。 
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Cloning and analysis of DNA sequences related to deltamethrin resistance in the 


diamondback moth, Plutella xylostella (L.) 

CHENG Luo-Gen ，CHEN Zhi-Hao ，ZHANG Xiao-Fei , LI Zhong-Ying (1. College of Life Sciences, Nanjing Normal 
University, Nanjing 210097, China; 2. Institute of Plant Protection, {Guizhou Academy of Agricultural Sciences; 
Guiyang 550006, China? 

Abstract: Using representational difference analysis (RDA) technique; the genomic difference between the susceptible 





strain and the deltamethrin resistance near isogenic line of the diamondback moth, Plutella xylostella (L.) was 
preliminarily analyzed. In RDA system, the driver amplicon is from the susceptible strain while the tester amplicon from 
the deltamethrin resistance near isogenic line strain. After three rounds of subtractive hybridization, the differential 
amplification products were obtained and their sizes were about 150 - 300 bp. Comparisons between our sub-clone 
sequencing results and those recorded in GenBank show that these products have pattial gene homology with Homo 
saptiens, bronchitis virus and so on, but show no homology to any known resistant gene. Preliminary judgment revealed 
也 at these segments might be new gene sequences or controlling gene sequences. 
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Lisitsyn 等 (1993 ) 首 次 提出 的 代表 性 差异 分 析 
Crepresentational difference analysis，RDA ) 方 法 , 将 消 


et al.,1994)、 基 因 差 异 表 达 的 分 析 ( Gress et al.， 
1997) 等 领域 。 但 在 昆虫 抗 性 遗传 机 理 研 究 和 抗 性 





减 杂 交 与 PCR 动态 富 集 相 结 合 , 分别 提取 检 测 组 
(tester; 含有 待 测 基 因 ) 和 对 照 组 Cdriver, 不 含 待 测 基 
因 ) 基 因 组 DNA, 用 适合 的 限制 性 内 切 酶 消化 , 得 到 
一 系列 限制 性 内 切 酶 片段 , 两 端 连接 接头 分 子 , PCR 
扩 增 后 得 到 测试 组 扩 增 子 Ctester) 和 对 照 组 扩 增 子 
Cdriver)。 再 用 上 述 同 一 内 切 酶 充分 酶 切 , 在 tester 
两 端 连 上 另 一 接头 分 子 , 通 过 数 轮 连 续 消 减 杂 交 后 ， 
即 可 检测 出 tester 中 的 特异 片段 。 该 技术 是 研究 两 
基因 组 差异 、 扩 增 未 知 序列 的 理想 方法 ,已 应 用 到 肿 
瘤 缺 失 基 因 分离 CSchutte et al.,1995)、 癌 基因 和 抑 
癌 基 因 的 克隆 (Aburatani, 1996)》、 病原 体 的 分 离 和 鉴 
定 CSimons et ol . ,1995)、 外 源 择 入 片段 的 筛选 (Yuan 
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基因 克隆 方面 国内 外 尚未 见 采用 该 技术 的 报道 。 本 
研究 以 小 菜 蛾 Plutella xylostella《L.) 对 尝 氰 菊 栈 的 
抗 性 近 等 基因 系 Cnear isogenic line) 为 材料 , 在 抗 性 
品系 选 育 ( 刘 传 秀 等 ,1995)、 抗 性 机 理 和 抗 性 遗传 方 
式 ( 李 凤 良 等 ,2000) 等 前 期 工作 的 基础 上 ,用 RDA 
技术 对 小 菜 蛾 的 省 毛 菊 醋 抗 性 相关 基因 进行 得 查 与 
分 析 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 
将 小 菜 蛾 的 省 氰 菊 醋 抗 性 品系 与 敏感 品系 杂 
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交 , 用 适当 浓度 的 省 氰 菊 酯 处 理 和 杂交 后 代 , 保留 抗 性 
个 体 与 敏感 品系 回 交 ,再 用 适当 浓度 的 省 氰 菊 酯 外 
理 回 交 后 代 , 保留 的 抗 性 个 体 与 敏感 品系 进行 第 二 
次 回 交 ,如 此 反复 回 交 、 选 择 12 代 后 ( 回 交 第 12 代 
群体 的 抗 性 倍数 为 5.17) 进 行 一 代 自 交 , 保 留 抗 性 
个 体 与 敏感 品系 组 成 一 对 近 等 基因 系 。 
1.2 RDA 引物 

参照 Lisitsyn 等 (1993) 设 计 , 由 上 海 生 工 生物 工 
程 技 术 服 务 有 限 公 司 合成 。 具 体 序 列 如 下 : 
R-Bam24 5'-AGCACTCTCCAGCCTCTCACCGAG-3'; 
R-Baml2 5’-GATCCTCGGGGA-3’; 
本 Bam24 5'-ACCGACGTCGACTATCCATGAACG-3'; 
J-Baml2 5'-GATCCGTTCATG-3’; 
N-Bam24 5’-AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAG-3’; 
N-Baml2 S-GATCCTCCCTCG-3 
1.3 ”DNA 制备 

各 品系 成 虫 在 -80% 冷冻 后 , 置 于 1.5 mL 
Eppendorf 管 中 , 加 了 EC10 mmol Tris-HQ, pH 8.0, 0.1 
mmol EDTA》 200 pL, 用 火焰 封口 的 塑料 吸 头 匀 浆 ， 
加 55 pL 10% SDS;65 人 水 浴 1 h; 取 出 后 加 1 pL 梨 
白 酶 和 ,在 37 水 浴 内 放置 20 min, 再 加 55 pL 3 mol 
NaAc; 置 37 多 水 浴 内 1 h, 以 等 体积 饱和 酚 抽 提 2 
次 ,每 次 10 000 xg 离 心 10 min, 无 水 乙醇 沉淀 , TE 
溶解 DNA。 
1.4 RDA 富 集 差异 片段 

主要 参考 Lisitsyn 等 (1993) 方 法 。 取 1~2 je 基 
因 组 DNA, 用 BamH | 酶 切 消化 , 葵 酌 和 和 氧 仿 抽 提 
后 ,与 接头 R-Bam24/12 连接 ,经 PCR 扩 增 ,制备 代表 
性 测试 组 扩 增 子 和 对 照 组 扩 增 子 。 用 测试 组 扩 增 子 
0.4 pg 和 对 照 组 扩 增 子 40 pg 混合 , 液 相 杂交 后 ,用 
PCR 扩 增 语 集 第 一 轮 差 异 片段 CDP )。 再 将 第 一 轮 
差异 片段 与 对 照 组 扩 增 子 按 1:400 混合 ,进行 第 二 
轮 消减 杂交 。 取 第 二 轮 差 异 片段 CDP, )100 pg 和 对 
照 组 扩 增 子 40 pg 混合 ,经 PCR 扩 增 后 ,得 到 第 三 轮 
差异 片段 (DP; 2。 
1.5 差异 片段 的 回收 与 纯化 

琼脂 糖 凝 胶 电 泳 回收 第 三 轮 差 异 片段 ,经 PCR 
扩 增 后 ,1.5% 琼 脂 糖 紫 胶 电泳 , 切 下 电泳 条 带 ,用 
Watson Gel Extraction Kit (Shanghai Watson Co. ) 纯 化。 
1.6 差异 片段 克隆 与 测序 

采用 pMD18-T Vector Kit《TaKkaRa Co.) 的 载体 ， 
将 第 三 轮 差 异 条 带 的 DNA 片段 连接 在 载体 上 , 转 入 
DHsu 菌株 ,所 下 筑 选 , 抽 提 质粒 , PCR 鉴定 阳性 克 
隆 , 质粒 纯化 后 ,随机 选择 部 分 阳性 克隆 用 310 自动 


测序 仪 测序 。 
1.7 Southern blot 分 析 

1.2 多 的 琼脂 糖 凝 胶 , 按 对 照 组 扩 增 子 、. 测试 组 
扩 增 子 .DP 、DP, 和 和 DP; 顺序 点 样 ,75 V,II0 min。 按 
CR DIG Probe Synthesis Kit(Roche Co.) 说 明 制 备 探 
针 ， 预 杂交 后 , 探 针 在 100% 变 性 $ min; 迅 速 置 于 冰 
浴 。 以 3 ngfmL 加 入 杂交 管 中 , 在 68%C 时 杂交 8~16 
h。 人 依照 DIG Luminescent Detection Kit《 Roche Co. 2) 检 
测 杂 交 信 和 号 。 


2 ”结果 与 分 析 


2.1 DNA 制备 与 酶 切 

经 琼脂 糖 瞩 胶 电 泳 分 析 , 制备 的 敏感 品系 和 省 
氨 菊 酯 抗 性 近 等 基因 系 基因 组 DNA 较 完 整 ,没有 成 
片 条 带 现象 ,可 用 于 酶 切 反 应 ;经 BamH | 完全 酶 切 
后 制备 扩 增 子 。 
2.2 差异 片段 的 获得 

1.S 续 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 测 试 组 扩 增 子 、. 对照 
组 扩 增 子 以 及 第 一 .二 .三 轮 消减 杂交 的 差异 片段 ， 
结果 见 图 1。 随 着 消减 水 变 次 数 的 增加 ,差异 片段 
富 集 增强 ,第 三 轮 时 在 150 bp 至 300 bp 之 间 出 现 了 
一 条 差异 扩 增 带 。 
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图 1 1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 RDA 差异 产物 
Fig. 1 
genomic RDA difference products 
M. 2 000 标准 DNA( 单 位 : bp) 2 000 marker. A: 1 ~2. 第 一 .二 轮 
差异 产物 The first，second difference fragments: 3. 测试 组 扩 


1.3% agarose gel electrophoresis of 


Tester amplican: 4. 对 照 组 扩 增 子 Driver amplicon. B: RDA 第 三 轮 产物 


The third difference fragments in RDA. 
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2.3 差异 片段 克隆 与 测序 知 抗 性 相关 基因 无 同 源 性 ,表明 测序 片段 可 


差异 片段 的 克隆 与 测序 结果 见 图 2。 序 列 分 析 
结果 表明 ,除了 L2 和 L10 亚 克 隆 DNA 与 人 类 、 病 毒 


等 生物 基因 有 部 分 同 源 性 外 , 其 他 亚 克 隆 DNA 与 已 。 BLAST 结果 见 表 1。 


L2 
CGCTTCTTCGGTGCTGTTATTGCCGTTTTAGCGAGGTTGCCGATAGCGTCCTCGGTGTCATCCGCATAGTAGGTGCAGGCGGAGGTGTGCCTCGACA 
GCCCCACTACTGCGTGAGGTATGCTATCGTGCAACTTTATTTTATCTTTYGTTTTTATGATAATGACGGATTTGTACGTCAATCCCTGTGCTT 
LI10 
CTGTTCAGGAGTAGCTGATAAAATTGTACAGTGATATGGTATTGGTGGTATCTTATCAGACTTTTTTGATGATGCAGGTTAAATACGTAGTAACAAA 
GCCTCCTAGTTAATTAAGCTATTTTGTAGAGTGATTATTACAATTTTAATTTATCAAGAAGTAGGTATTTCATTCAATTTGTGCACATT 
L3 
ACACAATATATACGATACCCGCTCGGTAGTTGCTTATACTGCCCGACAGCACCAACGCTGCCATGTCGTTGTCGTAACTCTTCAAATATTTGTAGCC 
CTCGTGGACCACGGTCCTGGACGTCGCATGCTCTGAACCTCCGCGGTCATTGTAGGTG 
L21 
CTTGTCGAATAGCGGCCGAGCGGCATACTTTCAAACTAACGGGCGAGTGACATAGCGTGCACCAATGACGTCGCGTGGTGTTGGCATATTCCCCTTC 
GCTTTCAAGGGTACCTAAAAAGTGTCTTCGGCGCATTGGCCATGATACGCTACAACACATGGTGGCTCTGGCTACGCCTATAA 

图 2 小 菜 蛾 代表 性 差异 扩 增 产物 (150 ~ 300 bp) 的 pMDI8-T Vector 亚 克 隆 序列 


Fig. 2 pMDI8-T Vector sub-clone sequences of products of representational different amplification in diamondback moth 


表 1 12 与 L10 序列 的 BLAST 结果 
Table 1 Results of sequence of L2 and L10 BLAST 


能 是 新 
的 基因 序列 或 调控 序列 。 序 列 L2CGenBank 登录 号 : 
AY647988) 与 L10(GenBank 登录 号 : AY647989 ) 的 





























RDA 序列 同 源 基因 序列 号 同 源 基因 名 称 RDA 序列 长 度 同 源 区 位 置 分 值 ”期 望 值 
RDA Length of Location of 。 Score Expectation 
er eno Sequence number of homologous gene Name of homologous gene ROA-semionds: homalopy “Cbs wahig 
IL2 gi|19745135 |gb| ACO23396.4| Homo sapiens chromosome 8, clone… 184 bp 132 - 155 48 0.004 
LI2 gi|2351064 | dbj | ABO06699 .11 Arabidopsis thaliana genomic DNA… 184 bp 130 - 159 4 0.065 
12 gi|38424090 |gb| AC119413.16| Medicago truncatula clone mth2 — 19p… 184 bp 130 - 150 42 0.26 
到 gi| 18464001 |gb| ACO68295 .15 | Homo sapiens 3 BAC RP11 - 44H4 (R*… 184 bp 133 - 153 42 0.26 
12 gi|21389255 |gb| ACO90972.5 | Canis familians clone RP81 - 391L… 184 bp 137— 161 42 0.26 
2 gi|16973080 | emb | ALS90624 .831 Human DNA sequence from clone R… 184 bp 133 - 153 42 0.26 
LIL2 gi|9558455 | dbj | APO02538 .2| Oryza sative (japonica cultivar = ** 184 bp 133 - 153 42 0.26 
2 gi|24414383 |gb| AC125368.6| Medicago truncatula clone mth2 — 1 184 bp 133 - 152 40 1.0 
12 gi|24414293 |gb| AC131455.5| Medicago truncatula clone mthl -4 184 bp 131 - 150 40 1.0 
也 gi|22476943 |gb| AFS533439.1| Pisum sativum G protein alpha… 184 bp 131 - 150 40 1.0 
LI0 gi|20177201 |emb | AJ457137.1|AIN457137 Avian infectious brone*™ 186 bp 125-153 50.1 0.002 
LI0 gi|13448687 |gb| AF352312.1| AF352312 Avian infectious bronchi… 186 bp 125 - 153 42 0.25 
LI0 gi|9280421 |gb| AF250006. 1| AF250006 Avian infectious bronchit** 186 bp 125 - 153 42 0.25 
LI0 gi|9280419 | gb| AF250005. 1| AF250005 Avian infectious bronchit… 186 bp 125 - 153 42 0.25 
LI0 gi|7649313 |gb| AF257075. 1| AF257075 Avian infectious bronchit** 186 bp 125 - 153 42 0.25 
LI0 gi|450694 |emb | X71982.1 | ASFVSSKB African swine fever vims 5°* 186 bp 128 - 148 42 0.25 
LI0 gi|6579166 | gb| AF210735.1| AF210735 Avian infectious bronchit… 186 bp 125 - 153 42 0.25 
LI0 gi|780375 |gb| U18466.1| ASU18466 African swine fever vins; co 186 bp 128 — 148 42 0.25 
2.4 实验 结果 的 验证 结果 见 图 3。 在 driver 中 的 杂交 结果 为 阴性 , 而 在 


随机 取 L2 和 L3 两 个 差异 片段 用 地 高 辛 标记 制 。 tester、DP, 、DP, 和 DP, 的 结果 均 为 阳性 。 


作 探 针 ， 


分 别 与 driver tester 和 三 轮 差 异 产 物 杂交 ， 
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图 3 小 菜 蛾 pMD18-T Vector 亚 克 隆 序列 的 Southern blot 验证 


Pe 


Fig. 3 Southern blot with different probes of pMD18-T Vector sub-clone sequences in diamondback moth 
二: [2 探 针 L2 probe: B:13 探 针 L3 probe. 1. 对 照 组 扩 增 子 Driver amplicun; 2. 测试 组 扩 增 子 Tester amplicon: 
3. 第 一 轮 差 异 产 物 DP ; 4. 第 二 轮 差 异 产物 DP ; 5. 第 三 轮 差 异 产 物 DP;. 


李 凤 良 等 (2000) 研 究 报道 ,小 菜 蛾 对 省 氰 菊 酯 
的 抗 药 性 受 常 染色 体 多 基因 控制 , 主 效 基因 呈 不 完 
全 隐 性 遗传 ,说 明 小 菜 蛾 对 省 氰 菊 酯 的 抗 性 机 制 是 
多 方面 的 。 由 于 小 菜 蛾 的 基因 组 目前 尚未 测定 , 因 
此 “定位 克隆 ” 抗 性 相关 基因 是 非常 困难 的 。RDA 
是 一 种 典型 的 * 表 型 克隆 ”技术 ,不 需要 知道 基因 的 
生化 功能 和 基因 的 作用 方式 , 即 能 依据 有 关 基 因 的 
表 型 效应 直接 分 离 该 基因 。 但 是 现 有 的 PCR 技术 
对 于 2 kb 以 上 的 DNA 片段 难以 满意 地 进行 扩 增 ,每 
种 限制 性 内 切 酶 酶 切 后 的 RDA 也 只 能 使 基因 组 
DNA 的 2% ~ 1 多 得 以 分 析 和 得 选 。 本 实验 只 使 用 
了 一 种 限制 性 内 切 酶 ,因此 ,研究 结果 只 反映 了 部 分 
抗 性 遗传 特征 。 

本 研究 以 小 菜 蛾 的 抗 性 近 等 基因 系 作为 研究 材 
料 ,大 大 减少 了 遗传 背景 的 复杂 性 。 随 机 抽取 RDA 
差异 扩 增 带 的 DNA 阳性 克隆 ,通过 测序 分 析 发 现 ， 
这 些 序列 与 人 类 和 病毒 等 多 种 基因 有 部 分 同 源 性 ， 
而 与 已 知 抗 性 基因 序列 无 关 。 通 过 差异 片段 的 标记 
探 针 杂 交 表 明 ,RDA 的 差异 片段 与 省 氰 菊 酯 的 抗 性 
连锁 ,这 些 序列 是 新 基因 的 序列 还 是 调控 序列 尚 需 
结合 其 他 的 新 技术 做 进一步 的 研究 。 
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